




















by  an  approach  combining  in  silico  three‐dimensional  (3D)  structural modeling  and  docking, 
mutagenesis, quantitative gene expression analysis, and HPLC FLD auxin quantitative detection, 
for  the  first  time  a bacterial multidrug  and  toxic  compound  extrusion  (MATE)  transporter was 
demonstrated to be involved in the efflux of IAA, as well as of its conjugate IAA–Lysine, in the plant 










development,  as well  as  for  plant  defense  [1].  Indole‐3‐acetic  acid  (IAA)  is  the main  and most 
abundant naturally occurring auxin in plants, as well as the best studied, whose de novo biosynthesis 
is mainly through four interlinked pathways having L‐tryptophan (Trp) as a precursor. Generally, 
the  Trp‐dependent  pathways  are  two‐step  reactions,  named  accordingly  to  their  specific  key 









Firstly  discovered  in  human  urine  and  structurally  similar  to melatonin  in  animals  [4],  in 








the  IPyA  pathway  is  mainly  represented  in  beneficial  bacteria  and  fungi.  Interestingly,  the 
hyperplastic plant pathogenic bacterium Pantoea agglomerans has both the IPyA and IAM pathways, 
that  are  preferentially  expressed  during  epiphytic  colonization  and  the  pathogenetic  process, 
respectively [9,10]. 
Phylogenetic  analysis  carried  out  on  key  genes  for  IAA  biosynthesis  in  organisms  and 
microorganisms  indicates  that  an  independent  but  convergent  evolution was  occurred  [5].  This 
finding strongly suggests a universal role of IAA as a signal molecule, both for the producers and 
during  their biotic  interactions at different  taxonomic  levels  (e.g.,  intra and  interspecies and even 
interkingdom)  [11].  Plant  pathogens  have  been  demonstrated  to  produce  IAA  to  hijack  plant 
immunity, by subverting plant auxin signaling to increase host susceptibility to infection [6,12–14]. 
In addition, microbial IAA is also essential as signal molecules within the producer populations, and 





polar  transport  throughout  the  whole  plant  and  of  other  processes,  such  as  its  catabolism, 
conjugation, oxidation, storage, and even  its signal  transduction  [18]. A similar  fine and dynamic 
control of  IAA homeostasis  seems  to occur also  in bacteria, such as clearly demonstrated  for  the 
hyperplastic plant pathogen Pseudomonas savastanoi pv. nerii. Its ability to cause “knots” on its hosts 
relies on a functional Type Three Secretion System (TTSS), as well as on the bacterial IAA biosynthesis 
by  the  IAM pathway  [19–21].  In addition, during  the pathogenetic process, P.  savastanoi pv. nerii 




not  cause hyperplastic  symptoms,  and  this gene  appears  to be very well  conserved  and present 










into  the  apoplast.  In  the  P.  savastanoi  pv.  nerii  strain  Psn23  genome,  a  gene  coding  a  putative 
multidrug and  toxic compound extrusion  (MATE) efflux  transporter  (hereafter named matE) was 
found upstream to the iaaL gene, and whose expression was demonstrated to be TTSS‐regulated [17]. 
MATE transporters are widely distributed in Gram‐positive and Gram‐negative bacteria, where they 

















measuring optical density  (OD) at 600 nm  (OD600) with a spectrophotometer  (Infinite® M200 PRO 
Multimode Reader, Tecan Group Ltd., Männedorf, Switzerland), while the concentration of viable 








procedures  [31] or according  to manufacturers’  instructions. The plasmids used  in  this  study are 
reported in Table S1. Genomic DNA from P. savastanoi strains was extracted from single bacterial 
colonies using thermal lysis [29], or from bacterial cultures (OD600  =  0.8), using Puregene® Genomic 
DNA  Purification  Kit  (QIAGEN,  Hilden,  Germany).  DNA  concentration  was  evaluated  both 
spectrophotometrically with NanoDrop™ ND‐1000  (NanoDrop Technologies  Inc., DE, USA)  and 
visually by standard agarose gel electrophoresis on 1% agarose (w/v)  in TBE 1×  [31]. For plasmid 
DNA extraction, NucleoSpin® Plasmid (Macherey‐Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Germany) was 
used according  to  the manufacturer’s protocol. Amplicons were purified  from agarose gel using 
NucleoSpin® Gel and PCR  clean‐up  (Macherey‐Nagel GmbH & Co. KG) and  then double‐strand 











transformed Psn23 SucR/KanS colonies,  and  then  the marked mutations were  confirmed by DNA 
sequencing. A stable knockout ΔmatE mutant was constructed by an in‐frame deletion of matE gene 
from the Psn23 genome. Three alanine‐substituted mutants for the putative Psn23 MatE were also 
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generated. The matE gene  from Psn23 was cloned  into  the PstI and EcoRI sites of pK18‐ΔhrpA  to 
produce  the pK18‐matE recombinant vector  (Table S1). On  this plasmid,  the alanine substitutions 
D182A, Y200A,  and  T17035A were  introduced  into matE  by  using mutagenic  PCR  primers  and 
QuickChange  II  Site‐Directed Mutagenesis  Kit  (Agilent  Technologies,  La  Jolla,  CA,  USA).  The 
overexpressing mutant Psn23_pT3‐matE was also constructed. The recombinant plasmid pT3‐matE 
(Table S1) was produced starting from the vector pLPVM‐T3A, which contains the native promoter 















Plants  were  periodically  monitored  for  symptoms  appearance,  and  the  bacterial  growth  was 










Advanced  cDNA  Synthesis  kit  (Bio‐Rad  Laboratories  Inc.).  Diluted  cDNA  was  analyzed  with 
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio‐Rad Laboratories Inc.), according to manufacturer’s protocols, 
using  the  CFX96  Real‐Time  PCR  Detection  System  and  CFX Manager  software  v1.6  (Bio‐Rad 























selected.  Analytes  were  separated  with  an  isocratic  elution  in  35% MeOH.  The  detection  was 
performed in absorbance at 273 nm and in fluorescence using λex 280 nm and λem 340 nm. The HPLC–










by  Phyre2  (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)  [42]  and  RaptorX 













Upstream  to  the gene  iaaL, an ORF encoding a putative MATE efflux  transporter  (GenBank 





























on minimal medium  (MM)  supplemented with L‐tryptophan  (Trp, 0.25mM),  at  26  °C  in  shaking 
condition. Salkowski’s assay was carried out on bacterial supernatants collected after 24 h (blue) and 
48 h (red) of growth. The data represent the average of three  independent experiments, each with 








matE mutants,  grown  on MM  supplemented with Trp. The mutants iaaM  and iaaL were  also 
included for comparison. The expression of iaaM and iaaH was statistically significantly reduced in 














Similarly  to  the pT3‐matE mutant, the genes  for IAA biosynthesis and matE were statistically 
significantly  overexpressed  in  the  iaaL  mutant.  Overall,  these  findings  strongly  suggest  the 
involvement  of  the putative Psn23 MatE membrane protein  also  in  the  IAA  homeostasis of  this 
bacterium, in particular to mediate IAA efflux. 
3.3. Virtual 3D Modelling of Psn23 MatE, and Prediction of IAA and IAA‐Lys as Putative Substrates 
Concerning microbial  IAA, up  to now  just  the  fungal MATE  transporter Mte1 of Tricholoma 
vaccinum has been demonstrated to have a role in IAA efflux, by an indirect approach based on the 
use of the IAA transport inhibitor 2,3,5‐triiodobenzoic acid [49]. Unfortunately, the crystal structure 
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of  Mte1  is  not  yet  available  to  perform  the  most  appropriate  structure–activity  studies  to 
unequivocally  demonstrate  its  involvement  in  IAA  active  transport.  Conversely,  the  crystal 
structures of some bacterial MATE transporters are already available, and all of them are membrane 







Figure 4. Predicted membrane  topology and  structure of  the Psn23 MatE  transporter. A) Twelve 
putative transmembrane (TM) domains were predicted for Psn23 MatE, on the basis of amino acid 
hydrophobicity; B) Ribbon  three‐dimensional  (3D) model  of  Psn23 MatE,  viewed  parallel  to  the 
membrane (left) and along the membrane normal from the periplasmic side (right), with the twelve 
TM helices numbered starting from the first N amino acid (methionine). 




of Psn23 MatE  as well  as of PfMATE,  as occurring  in  the NorM‐type MATE  transporters which 
usually use the Na+ motive force to drive the substrate transport across the membrane [52,53].   
Overall, these findings support the hypothesis of Psn23 MatE transporter belonging to the DinF 
subfamily of  the prokaryotic MATE  transporters. On  these bases, a virtual structure‐based  ligand 
analysis was then performed to assess if IAA and its conjugate IAA‐Lys could be substrates for Psn23 
MatE, by using the GEMDOCK software (BioXGEM) and PfMATE as comparative protein structure 
model  [45].  The  binding  free  energy  calculations  showed  that  free  IAA  and  IAA‐Lys  could  be 
realistically considered among the potential substrates transported by Psn23 MatE across the bacterial 
membrane, and  that  the Y200, T170, T173, and T175  residues are  important  in  substrate binding 
(Table 1).    





Ligand  Energy  H T175  H Y200  V T170  V T173  V T175  V Y200 
L‐Trp  −72.1  0  0  0  0  0  −11.1 
IAM  −71.2  −2.9  −1.4  0  0  −0.9  −10.6 
IAA‐free  −102.5  0  0  0  0  −1.5  −28.5 







According  to  the data  from virtual 3D modelling and docking analysis performed on Psn23 
MatE, site‐directed mutagenesis was then carried out on those residues of its N‐lobe supposed to be 
involved  in cation‐binding  (i.e., D182) or  in substrate recognition and  interaction  (i.e., T170, T173, 
T175, and Y200). Therefore,  the alanine‐substituted mutants D182A and Y200A were obtained by 
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Figure  5.  Hyperplastic  symptoms  obtained  at  21  dpi  in  pathogenicity  tests  carried  out  on 
micropropagated oleander plants with Psn23 wild  type and  its mutants matE, pT3‐matE, D182A, 
Y200A, and T17035A. Control:  sterile physiological  solution  (SPS, NaCl 0.85%)  inoculated plants. 
Complemented mutant for matE: matE(matE). 
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Figure 6.  In planta bacterial growth of Psn23 wild  type and  its mutants matE, pT3‐matE, D182A, 
Y200A,  and T17035A,  at  7  (green),  14  (blue),  and  21  (yellow) dpi. Values  are  the mean  of  three 
independent experiments, with nine replicates for run and for each strain ± standard deviation (SD). 




cause  symptoms  and  to  grow  inside  the  infected  plant  host  tissues. Most  importantly,  this  role 
appears  to depend on Psn23 MatE ability  to  transport bacterial biosynthesized  IAA using  the H+ 
motive  force, similarly  to PfMATE [52]. It was  therefore essential to  increase the resolution of  the 
analysis  for  the quantification of IAA and  its conjugate IAA‐Lys, as well as  its  intermediate IAM, 









Microorganisms 2020, 8, 156  12  of  17 
 
 












Figure  8.  IAA  in  vitro production by  the wild‐type Psn23  (WT)  and  its MatE  alanine‐substituted 
mutants D182A, Y200A, and T17035A. For comparison, the mutant matE was also used. After 24 h 
of  in vitro growth on Minimal Medium MM supplemented with Trp,  free  IAA and  IAA‐Lys were 











by specific virulence  factors, such as several TTSS effectors.  In addition, most P.  syringae bacteria 
















particularly  in  Erwinia  amylovora.  The  norM  gene  from  E.  amylovora  codes  for  a  protein  highly 
homologous  to  the NorM MATE  transporter  of  E.  coli  and  Vibrio  parahaemolyticus,  and  it was 
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